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Candida turlerinde biyofilm olugsumunun modifiye mikroplak ve modifiye XTT
rediiksiyon yontemleri ile saptanmasi

Detection of biofilm formation in Candida species with modified microplate and
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Oz

Amag: invaziv girisimlerin artigi, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, immunsipresif tedavilerin yayginlagmasi,
kemik iligi baskilanmasi ve nétropeni gibi faktorler, ciddi fungal enfeksiyonlarin, 6zellikle Candida enfeksiyonlarinin
sikhgini arttirmaktadir. Bu artis kandidalarin virlilans faktorlerine dikkati ¢cekmistir. Biyofilm olusturma kapasitesi
onemli virllans faktorlerinden biridir. Calismamizda klinik 6rneklerden soyutlanan Candida tirlerinde iki farkli yontem
ile biyofilm olusumunu saptamayi amagladik.

Gere¢ ve Yoéntem: Calismada Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, Mikoloji
Laboratuvarinda 2012-2014 yillarina ait c¢esitli klinik érneklerden soyutlanmis ve stoklanmis 216 kandida izolati
kullanildi. Biyofilm olusumunu saptamak igin modifiye mikroplak ve modifiye XTT reduksiyon yontemleri, istatistiksel
degerlendirmeler icin ki-kare testi kullanildi.

Bulgular: incelenen kandidalarda modifiye mikroplak yéntemiyle %19.4 (n=42), XTT rediiksiyon yéntemiyle %22.7
(n=49) biyofilm pozitifligi saptandi. Biyofilm pozitifligi mikroplak yéntemi ile; Candida albicans’larin %12.5’inde (n=16),
Albicans Digi Candida’larin (ADC) %29.5'inde (n=26), XTT rediksiyon yontemi ile; Candida albicans’larin
%15.6’sinda (n=20), ADC’lerin %32.9'unda (n=30) saptandi. Oranlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulundu (ki-kare=11.246; p=0.024). Biyofilm pozitifligi her iki yontem ile en gok Candida tropicalis izolatlarinda (13/30
ve 12/30) saptandi.

Sonug: Calismamizda elde edilen verilere gére, modifiye XTT rediksiyon yonteminin biyofilm olusumunu daha iyi
saptadigi ve Candida tropicalis suslarinin daha fazla biyofilm olusturdugu sonucuna vardik.

Anahtar Sozcikler: Candida, biyofilm, XTT, C.tropicalis.

Abstract

Aim: Increasing of invasive procedures, use of broad-spectrum antibiotics, widespread use of immunosuppressive
therapy, bone marrow suppression and factors such as neutropenia is increasing the frequency of serious fungal
infections; especially of Candida. This increase was noted to candida virulence factors. Biofilm forming capacity is an
important virulence factor. In our study, we aimed to determine the biofilm formation of Candida species isolated from
clinical specimens, by two different methods.

Materials and Methods: In this study 216 candida isolates which were identified and stocked from several clinical
specimens which have been sent to Ege University, Medical Microbiology Department, Mycology Laboratory were
used between 2012-2014 years. Modified microplate and modified XTT reduction methods have been used for
determining the biofilm formation and chi-square test was used for statistical evaluations.

Results: The biofilm formation rate of Candida species was found to be 19.4% (n=42) with microplate method and
22.7% (n=49) with XTT reduction method. Biofilm formation was detected in 12.5% (n=16) of Candida albicans and
29.5% (n=26) of Non Albicans Candida (NAC) species with microplate method. However by using XTT reduction
method biofilm formation detected in 15.6% (n=20) of Candida albicans and in %32.9 (n=30) of NAC species. The
difference between ratios was statistically relevant (chi-square=11.246; p=0.024). Biofilm formation detected most
frequently in Candida tropicalis strains (13/30 and 12/30) by the two methods used.
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Conclusion: On the basis of data obtained by the study, we concluded that modified XTT reduction method is
identifying better the biofilm formation and Candida tropicalis strains formed more biofilm.

Keywords: Candida, biofilm, XTT, C.tropicalis.

Girig

Candida tirleri insan mikrobiyota Uyesi mikro-
organizmalardir. Bazi hazirlayici faktorlerin varliginda
kandidozlara neden olurlar. Candida tirleri, sistemik
mikoz etkenleri arasinda en sik gorilenleridir. Cok
sayida olan Candida tirlerinden ancak bazilari insanda

enfeksiyon etkenidir. En sik gorilen kandidoz etkeni
Candida albicans’tir (1).

Tani ve tedaviye ydnelik yapilan invaziv girigsimlerin
artis1, genis spektrumlu antibiyotiklerin kullanimi, organ
nakilleri veya baska nedenlerle sik basvurulan guclu
immunsupresif  tedavilerin  yayginlagsmasi, malign
hastaliklar nedeni ile verilen antikanser ilaglarin neden
oldugu kemik iligi baskilanmasi ve nétropeni gibi
faktorler, ciddi  fungal enfeksiyonlarin  sikhgini
artirmaktadir (2). Bu artis arastirmacilarin dikkatini
kandidalarin proteaz, esteraz, fosfolipaz ve biyofilm gibi
virtlans faktorlerine gekmistir (3).

Kandidalar damar ici kateterler ve diger medikal
araclarin ytzeyi ile temas ettiklerinde polisakkarit yapida
kompleks bir tabaka olustururlar. Bu tabakaya biyofilm
adi verilir. Biyofilmin en yeni tanimi ise; canli veya
cansiz bir ylizeye yapisarak kendi Urettikleri organik bir
ekzopolisakkarit matriks icine gémdili ve hareketsiz
olarak birbirine, bir kati ylizeye veya bir ara yiizeye geri
donldsimsiiz olarak tutunmus halde yasayan mikro-
organizmalarin olusturdugu topluluktur (4).

Biyofilm  olusturma  kapasitesi  6nemli  virilans
faktorlerinden biridir. Bu ylzden biyofilm olusturan
Candida tirleri karsimiza; antifungal direng, kronik
enfeksiyon, yabanci  cisim  enfeksiyonlari  gibi
klinisyenlerin karsilasmak istemedigi tablolarla cikabilir.
Bakterilerin Urettigi biyofilmin enfeksiyonlarla iligkisine
dair ¢gok sayida galisma varken, mantarlarla ilgili bilgiler
kisithdir. Bu nedenle kandidalardaki biyofilm yapisinin
anlasilmasi, neden oldugu hastaliklarin tedavisi ve izlemi
icin 6nem tasir (5).

Biyofilmlerin igindeki kandidalarin antifungal ilaglara
daha direngli olmasinin birgok nedeni vardir. Bunlardan
en Onemlisi antifungal ilaglarin biyofiim matriksine iyi
penetre olamamasidir. Ayrica direng gelisiminde biyofilm
icindeki hucrelerin daha yavas Uremesinin ve biyofiime
bagl hicrelerin ylzeyindeki degisikliklerin rol oynadigi
disunulmektedir (6,7).

Biyofilm olusumunu incelemek icin kullanilan birgok
yéntem vardir. Modifiye tip adherans (8), mikroplak (9),
Kongo kirmizili beyin-kalp infiizyon agar (9,10), glukozlu
sivi sabouraud agar ve glukozlu beyin-kalp inflizyon
sivist (9), XTT rediksiyon (11), MTT tuzu ile
goruntileme (12), konfokal laser mikroskop ile
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gérintileme (13), taramal elektron mikroskop ile
gOruntileme (14) gibi yontemler tek basina ya da
kombine sekilde kullaniimaktadir.

Hastallk etkeni olarak soyutlanan kandidalarin biyofilm
olusturma Ozelliklerinin bilinmesi hastaligin izlenmesi ve
tedavinin ydnlendiriimesi yodninden ©6nem tagir. Bu
calismada amag; klinik 6rneklerden soyutlanan Candida
turlerinde  modifiye  mikroplak ve modifiye XTT
reduksiyon yontemleri ile biyofilm olusumunu ve Candida
tirlerine  goére  biyofim  olusturma  derecelerini
saptamaktir.

Gereg ve Yontem

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Mikoloji Laboratuvarinda ¢esitli Klinik
orneklerden (farkli zaman araliklarinda farkli yontemler
kullanilarak); 1) Klasik yontemler, 2) APl 20C AUX, 3)
VITEK ® MS ile tir dizeyinde tanimlanmig, 2012-2014
yillarina ait, boncuklu stok besiyerlerinde stoklanmig
Candida izolatlar kullanildi. izolatlar, her hastadan tek
ornek alinarak stoklanmistir. Stoklar tekrar Gretilirken,
boncuklar 6nce sivi Sabouraud buyyona atildi. 24 saat
35°C’de inkibasyon sonrasinda sivi  Sabouraud
buyyonda ureme olanlardan Sabouraud Dekstroz Agar
(SDA) besiyerine pasajlari yapildi. Uretilen mayalarin
cogunlugu (177/216) kan ve kateter ucundan, geri kalani
ise (39/216) diger klinik 6rneklerden (idrar, BOS, biyopsi
ve solunum vyolu O&rnekleri) soyutlanan izolatlardi.
Calismaya alinan mayalarnn turlere gére dagihmi: C.
albicans: 128/216 (%59.3); C. tropicalis: 30/216 (%13.9);
C. glabrata: 29/216 (%13.4); C. parapsilosis: 22/216
(%10.2); C. krusei: 7/216 (%3.2) idi. Calismada kontrol
koken olarak, C. albicans (ATCC 10231), C. parapsilosis
(ATCC 22019), C. krusei (ATCC 6258) kullanildi.

Modifiye mikroplak yéntemi

Kandida izolatlari SDA besiyerine pasajlandiktan sonra
24 saat 35°C’de inkibe edildi. Son konsantrasyonunda
%8 glukoz igeren Sabouraud dekstroz buyyon (SDB)
hazirlandi. Her bir tiipe 2 ml konulup otoklavda basingh
buhar ile steril edildi. SDA’dan bir 6ze dolusu maya
kolonisi alinarak %8 glukozlu SDB icine inoklle edildi.
35°C’de 24 saat inkibasyon sonrasi etlivden gikarilan
tupler 5 saniye vortekslendi. %8 glukozlu SDB ile 1/40
oraninda (10" maya hiicresi/ml = Mc Farland 4) diliie
edildi. U tabanli, 96 kuyucuklu, steril, polistiren plaklara;
her 6rnek icin U¢ kuyucuk olacak sekilde 200 pyl maya
suspansiyonu pipetlendi. Her plakta pozitif kontrol
amaclyla U¢ kuyucuga standart kokenle ayni
uygulamalarla hazirlanmig maya slspansiyonu, negatif
kontrol amaciyla alti kuyucuga bos besiyeri konuldu.
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Plaklar kapaklari kapatilarak 35°C’de 48 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasi kuyucuklar (¢ kere steril
Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikandi, ters
cevrilerek kurutuldu.

Yontemin bu kismindan sonrasinda her iki yéntem icin
farkl basamaklar uygulanmigtir. Modifiye mikroplak
yonteminde yikanip kurutulan plaklar %1’lik kristal viyole
ile 15 dakika boyandi. PBS ile yikama iglemi
tekrarlandiktan sonra fiksasyon igin her bir kuyucuga
200yl etanol-aseton (80:20 vol/vol) eklendi. ELISA
Mikroplak okuyucu cihazda (Organon Teknika Mikrowell
System®) 620 nm dalga boyunda kuyucuklarin optik
dansiteleri saptandi.

Degerlendirmede optik dansite sonucuna gore kantitatif
skala kullanildi. izolatlarin her biri igin cahsilan (¢
kuyucugun OD ortalamasi alindi. Gikan deger < 1 ise:
negatif; > 1 pozitif olarak degerlendirildi (15).

Modifiye XTT rediiksiyon yéntemi

Bu yontemde ortak kisim sonrasinda XTT (2,3-Bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carbo-
xanilid) (Cayman®) son konsantrasyonu 1 mg/mL olacak
sekilde PBS icinde ¢o6zindirildiu. Hazirlanan solisyon
0.22 pm’lik filtreden gegirilerek sterilize edildi, alikotlanip
calisma vyapilana kadar 1silk gdrmeyecek sekilde -
80°C'de saklandi. Menadione (Sigma Aldrich®) (0.4
mM/aseton icinde hazirlanmig) solisyonu da her
calismadan hemen o6nce hazirlandi ve 0.22 pm’lik
filtreden gecirilip sterilize edilerek c¢alismaya alindi.
Yikanmis ve kurumus kuyucuklarin her birine, XTT ve
Menadione yirmiye bir oraninda olacak sekilde; 79 pL
PBS, 20 uL XTT ve 1 yL Menadione soliisyonu aktarildi.
Plaklar 35°C’de karanlikta 3 saat inkiibe edildikten
sonra, ELISA Mikroplak okuyucu cihazda (Organon
Teknika Mikrowell System®) 492 nm dalga boyunda
kuyucuklarin optik dansiteleri saptandi.

Degerlendirmede optik dansite sonucuna gore kantitatif
skala kullanildi. izolatlarin her biri icin galigilan (g
kuyucugun OD ortalamasi alindi. Cikan deger <0.1 ise
negatif; >0.1 ise pozitif olarak degerlendirildi (16).

Calismadan elde edilen sonuglar Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS® 16.0 for Windows) veri
tabanina islendi. Oranlar arasindaki farklarin istatistiksel
acidan degerlendirilmesi i¢in Ki-kare testi kullanildi.

Bulgular

Yontemlere gore kandidalarin  biyofilm olusturma
Ozellikleri incelendiginde modifiye mikroplak ydntemiyle

%19.4'nin  (n=42), XTT rediksiyon ybntemiyle
%22.7’sinin  (n=49) biyofilm olusturdugu saptandi.
Mikroplak yontemiyle; C. albicanslarin  %12.5’inin
(n=16), ADC'larin  %29.5'inin  (n=26)  biyofilm
olusturdugu, XTT  rediksiyon  yontemiyle; C.

albicanslarin %15.6’sinin (n=20), ADC1arin %32.9’unun
(n=30) biyofilm olusturdugu goruldu (Tablo-1). Biyofilm
olusturma oranlari agisindan, XTT rediksiyon ve
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mikroplak yéntemleri arasindaki fark, ayrica C. albicans
ve ADC'lar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (x2=11.246; p= 0.024). Her iki yontemle de en
fazla biyofilm olusturma orani ADC’lardan olan C.
tropicalis’e (13/30 ve 12/30) aitti.

Tablo-1. Biyofilm Olusturan Candida’larin Yontemlere Gore
Dagilimi.

Biyofilm deneylerinde uygulanan
Modifiye Yontemler

Candida tiirleri Mikroplak (%) XTT Rediiksiyon (%)

C. albicans 16/128 (12.5) 20/128 (15.6)
ADC’lar 26/88 (29.5) 29/88 (32.9)

X2=11.246; p= 0.024; ADC: Albicans digl Candida

Tartisma

Kandidalar firsatgi mantar enfeksiyonlari
etkenlerindendir. Sistemik ve ylzeyel kandidozlar son
yllarda artis gostermisti.  Kandidozlardan, ayni
zamanda mikrobiyota Uyesi de olan C. albicans sorumlu
olarak siklikla soyutlanirken, son yillarda ADC tlrlerine
bagli enfeksiyonlar sik gortlmektedir (17). Kandidozlarin
artmasinda konaga bagl faktérlerin (bagisik engellilik,
steroid ve antibiyotik tedavisi, vb.) yanisira, etkenlere
bagli virlilans faktorleri de gok dnemlidir (18).

Yaptigimiz calismada o6zellikle; klinik kdkenli Candida
turlerinde biyofilm olusumunu ve derecesini saptamak,
biyofilm olusumunu en hizli, objektif ve ucuz yontemle
gosterebilmek hedeflendi. Candida’larla yapilan biyofilm
calismalari codu kez Kklinik &6rneklerden soyutlanan
izolatlarla yapimistir (14). Calismamizda da kan
kilturlerinden ve diger klinik 6rneklerden soyutlanan
Candida izolatlarinda biyofilm olusumu arastiniimistir.
Uygulamasi kolay, degerlendirmesi objektif ve ucuz bir
yontem olmasi nedeniyle modifiye mikroplak ve modifiye
XTT reduksiyon biyofilm arastirma yontemleri segilmistir.
Bu iki yontemin kullanildigi gesitli ¢calismalar da vardir
(19-21). Biyofilm konusunda yapilan galigmalarda altin
standart yontem heniz netlesmemistir. Ancak, altin
standart olarak uygulanabilecek yéntemlerden
bahsedilmektedir. XTT reduksiyon yontemi de bunlardan
biridir. Ulkemizde yapilan bir galismada mikroplakta XTT
rediksiyon yénteminden, uygulama kolaylidi, iki saat gibi
kisa bir siirede sonug¢ vermesi, sonuglarin objektif olarak
degerlendiriimesi ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle
biyofilm varliginin saptanmasinda uygun bir yontem
olarak bahsedilmistir. Ancak, maliyetinin benzer
yontemlere gére daha yiksek oldugunun alti gizilmistir
(22).

HIV enfeksiyonu olan hastalarin agdiz surintilerinden
soyutlanan kandidalarla, XTT reduksiyon ve mikroplak
yontemleri kullanilarak yapilan bir galismada kdkenlerde
mikroplak ile saptanan biyofilm olusum oraninin XTT
rediiksiyon yontemi ile saptanandan daha fazla oldugu,
ancak bu sonuca ragmen XTT rediksiyon ydnteminin,
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mikroplak ydntemine gdbre daha guvenilir
vurgulanmigtir (23).

oldugu

Altta yatan hastaliklari farkh olan ve ayrica HIV
enfeksiyonu da olan kandidemili hastalardan soyutlanan
126 farkh Candida izolatinda; mikroplak ve XTT
rediksiyon yéntemi ile biyofilm olusumunun ve virlilansla
iliskilerinin ~ gosterildigi  calismada C.  albicans
izolatlarinda biyofilm olusumu daha fazla saptanmistir.
Biyofilm  olusumu  gorilen izolatlarin  godunun
antifungallere  direngli oldugu; o&zellikle persistan
hastaliklarda biyofilm yapiminin kandidalar icin énemli
bir virllans faktora oldugu vurgulanmistir (24).

Yapilan birgok galismada ADC izolatlarinda biyofilm
olusumunun C. albicans izolatlarina gére daha fazla
oldugu belirtilmistir. Bu izolatlar arasinda en ¢ok biyofilm
pozitifligi C. tropicalis tirlerinde saptanmistir (13,14, 25,
26).

Biyofilm  olusturan izolatlarla enfekte olanlarda
hastanede yatis suresi, toplam tedavi Ucreti ve mortalite
anlaml  derecede yiksek bulunmustur. Ayrica bu
hastalarin antifungal tedavide biyofilmlere daha yuksek
etkili antifungallere ihtiya¢ duydugu da belirtiimigtir (13).
Tdim bu calismalarda oldugu gibi calismamizda da
biyofilm olusumu en fazla olan Candida turt C. tropicalis
olarak saptanmistir.

Turkiye'de yapilan ¢alismalarin gogunlugu modifiye tup
adherans yontemin kullanildigi c¢alismalardir (27-29).
Bunlarin g¢ogunda Candida tirlerindeki  biyofilm
olusumlarina bakildiginda ADC izolatlarinda biyofilm
pozitifliginin C. albicans izolatlarina gére belirgin sekilde
daha fazla oldugunu saptanmistir (27,28).

Kaynaklar

Klinik 6rneklerden soyutlanan 116 Candida izolatinda
modifiye mikroplak ydéntemi ile biyofilm olusumunun
incelendigi calismada, izolatlarin 33’Unin (%28) biyofilm
olusturdugu ayrica kan kultir érneklerinden soyutlanan
izolatlarda biyofilm olusturma oraninin daha ylksek
oldugu saptanmistir (%33). ADC izolatlarinda (%41)
biyofilm olusturma orani C. albicans izolatlarina gore
(%23) daha yuksek bulunmustur (30). Calismamizda da
kan kdlturlerinden soyutlanan ADC tirlerinde daha gok
biyofilm pozitifligi saptanmistir. Bu sonucu ¢alismamizda
kan kdlturlerinden soyutlanan izolatlarin ¢odunlukta
olmasina baglayabiliriz. Yaptigimiz c¢alismayla uyumlu
olarak bu galismada da modifiye mikroplak yontemiyle
en fazla biyofim olusumu C. tropicalis izolatlarinda
saptanmistir.

Sonug

Kandidemi ve katetere bagli enfeksiyonlarda siklikla
Candida turleri soyutlanmaktadir. Candida
enfeksiyonlarinin patogenezinde virllans faktérlerinden
biri olan biyofilmin énemli oldugu yapilan calismalarda
belirtiimistir.  Calismamiz  sonunda, Modifiye XTT
rediiksiyon yodnteminin biyofilm olusumunu daha iyi
saptadigi ve ADC turlerinden C. tropicalis suslarinin
daha fazla biyofilm olusturdugu kanaatine vardik. Bu
sonu¢ benzer calismalarin sonuglari ile uyumludur.
Ayrica biyofilm olusumunu saptamak amaciyla kullanilan
modifiye mikroplak ve modifiye XTT rediksiyon
yontemleri, uygulamasi kolay, degerlendirmesi objektif
ve ucuz yéntemlerdir.
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